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Serratia marcesoensの ク ロー ル ヘ キ シ ジ ン 耐 性 菌 の 育 成 と そ の 対 応 策 に つ い て
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1.試 験管 内でSerratia marcescensのCH耐 性菌 を青成 し
,原 株のMIC 15.6μg/mlに 対 し,

最終的 にMIC 10,000μg/mlの 耐性菌 を育成 した。

2.緑 膿菌 や変形 菌 も耐性獲得につ いてはSerratiaと 同様 の傾向を示 したが
,大 腸菌はきわめて

耐性 化 しに くか った。

3.Serratiaの 場合,獲 得 したCH耐 性能はCHを 含有 しない培地に継代培養 して も比較的安

定 に維持 され た。

4.今 回育成 したSerratiaのCH耐 性菌には塩化 ベ ンザル コニウムや塩化 ベンゼ トニウムの第

4級 ア ンモ ニウム系消毒剤が有効であ った。

クロールヘ キシジン1)は,グ ラム陰性桿菌に優れた抗

菌力 を もち,皮 膚炎な どの副作用 も少な く,血 清や唾液

な どに よる効力の減退が少 ない点で病院な どで常 用 され

る消毒剤の一 つであ るが,本 剤 に対す る耐性菌の出現 も

昨今見聞す るところであ る。Pseudognonas属 細菌 に よ

る尿路感染症 の流行例2)や 一般消毒用常用濃度 で あ る

0.05%液,さ らに0.1%液 中 でも生存可能な菌の存在

例3)も ある。

近年,院 内感染 の主起因菌 としては,グ ラム陰性桿菌

であ る緑膿菌,セ ラチ ア,変 形菌お よび大腸菌な どがあ

げ られるが,こ れ らは抗生物質 の繁用に起因す るところ

が大 きいが,現 用の消毒剤 の使用法に も問題があ ると考

え られ る。

一 方
,消 毒剤に関す るも う一つ の問題 として環境汚染

があげられ る。 消毒剤は使用後,廃 水 として下水処理場

で処理 されるが,希 釈 され ても抗菌作用が強力な ことか

ら活 性汚泥法な どの生物学的処理において,汚 泥その も

のの菌 叢を変えた り,不 活化 した りす る可能性があ る。

この種 の環境 浄化の観点か ら諸種消毒剤の分解について

の検討 もなされ ている4)が,一 般に ジグアニ ド系である

クロールヘキシジンは分解 しに くい5)と いわれてい る。

著者 らは,病 院環境 汚染の微生物学的考察 と題 して研

究を開始 し,代 表的消 毒剤であ るクロールヘキ シジンの

行方を追求 して いる。 クロールヘキシジ ンに よ り諸種の

微生物が殺菌 され るのは当然であ るが,果 た して微生物

は クロー ルヘキ シジンを どの ように分解す るかを知 るこ

とは 興 味 あ る問 題 であ る。 この問 題 の 解 決 の ため に は ク

ロー ルヘ キ シ ジ ン耐 性 菌 を育 成 し,彼 らに よる ク ロール

ヘ キ シ ジン の 分解 過 程 を 追 求 す る こ とが 望 まし い と考 え

られ た 。

本 報 で は,そ の第1段 階 とし て 主 にSerratia mar-

cescensの ク ロー ル ヘ キ シ ジ ン耐 性菌 の育成,耐 性 度 の

安 定 性 さ らに この耐 性 菌 に 対 す る対 応 策 に つ い て検 討 し

た結 果 に つ い て述 ベ る。

I.材 料 お よび 方 法

1.使 用 薬 剤

ヒ ビテ ン ・グル コネ ー ト液(chlorhexidine diglucon-

ate, 20% (w/v)溶 液,ICIフ ァー マ(株)-住 友化 学 工 業

製)。 以 下 本 薬 剤 をCHと 略 。

塩 化 ベ ンザ ル コニ ウム液10%(w/v)(山 善 薬 品製)。

塩 化 ベ ンゼ トニ ウム原 末(片 山化 学 工 業 製)。

2.使 用培 地

液 体 培 養 に はBrain Heart Infusion Bouillon(以 下

BHIBと 略)を,ま た 固体 培 養に はBrain Heart Infu-

sion Agar(以 下BHIAと 略)(い ず れ も 日水 製 薬 製)を

用 い た。

3.使 用 菌 株

Serratia marcescens IFO 3046

Escherichia coli IFO 3301

Proteus vulgaris IFO 3167

Pseudomonas aeruginosa IFO 3923

4.CHの 効力 検 定 法:
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消毒荊の効力検定法には 百炭酸法 をは じめ として種 々

あるが,こ こでは最小生育阻 正濃度法(Minimum Inhi-

bitory Concentration以 下MIC)で 検定 した。

CH20%溶 液を5倍 希釈液 と定 め,殺 菌精製水 を用 い

て各2倍 濃度の2倍 希釈系列をつ くり1mlず つ アル ミ

キ ャ ップ付殺菌試験管に 分注す る。 これ に2倍 濃度に調

製 したBHIB培 地 各1mlを 加き 。 混 和後,OD660で

0.15*に 調整 した菌懸濁液を注射 器で1滴 ずつ接種 し,

37℃24時 間培 養後,菌 の増殖の 有無でMICを 判定

す る。

CH 4,000倍 希釈以下 の高濃度 ではCHはBHIB培

地 と混濁 を生 じ菌の増殖 の有無 の判定が困難 である。 こ

の よ うな場 合には新 たにBHIBに1白 金耳量移植 し,

さらに24時 間培 養後,増 殖の有無 を判定 する。 これを

便宜上p-MBC (pseudo Minimal Bactericidal Con-

centration)と 称 してい る。

5.CH耐 性菌の育成法

まず常法 どお り各試験 菌のMICを 検定 し,希 釈系列

上 生育 した範囲内でCH濃 度が最 も高い試験管 よ り,高

濃 度の試験管に2白 金耳量ずつ 接種 して37℃,菌 種に

よ り24な い し72時 間培養する。増殖 の認 め られ た最

*検 定 培 地 中 で の生 菌 数 はSerratiaの 場 合8×105/

ml,大 腸 菌 の場 合 で7.5×105/ml程 度 で あ る。

Table 1 Process of acquisition of CH-resistance 

by Serratia marcescens

1) Time to acquire  CH resistance. 
2)* Higher CH concn. made precipitate with 

BHIB, so CH-tolerated concn. was deter-
mined by p-MBC method. (See the methods) 

+: Growth observed,-: growth not observed.

小 希釈倍数(つ まり最高濃度)の 試験管か ら同要領 で順

次高濃度 へ移値 して耐性菌 を育成す る。

最終 生存濃度の試験 管 よりBHIA斜 面培地へ 移値 し

て37℃,24時 間培 養後4℃ で保存す るo

II.結 果

1.Cll耐 性 菌の育成

Serratia macoscensに ついて 試験 管内 で耐性 薗を

育成 した結 果をTable 1に 示す 。 本 菌のCHに 対す

るMICは 当初15,6μg/ml (64,000希 釈 単位)と 検定 さ

れ た。生育の認め られた最小希釈倍数128,000の 試験管

よ り高濃度のCllを 含む培地 に順次植 え継 ぐと,通 常2

～3回 の 移植。 日数に し て6日 間 でMIC 10,000μg/

ml(100希 釈単位),最 高耐性濃度5.000μg/mlの 耐性

菌が得 られ る。 これをCHを 含有 しないBH血A斜 面に

移植後37℃,24時 間培 養 してSmarcescens CH-200R

と した。

本 分離株は.培 養上 ならびに顧 巌鏡的所 見では原菌 と

相異は 認 あられなか った。

同様の方法に より,大 腸 菌,変 形菌 お よび縁膿菌につ

いて比較検 討 した結果 を図示 する とFig. 1の ようにな

る。4菌 種 の うち,CH耐 性獲得速度はSerratiaが 最 も

速 く,変 形菌や緑 膿菌 が そ れ に 次 いで速 い。一方,大

腸菌 は,他 の報告6)に も見 られ るよ うに,当 初のMIC

Fig. 1 Diagram to show acquisition of CH-resis-

tance by Gram-negative rods
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Table 2 Stability  of CII-resistance

1μg/ml(1,024,000希 釈 単 位)か ら15.6μg/ml

(64,000希 釈 単位)ま で耐性化するのに約1か 月を要 し,

CHに きわめて耐性化 しに くい ことが明 らか とな った。

2.CH耐 性 の安定性

Serratiaに 関 しては,そ の後CH10,000μg/mlで も

生育す るCH耐 性菌 を分離 で きたが,こ れ らを前述 の

よ うにCHを 含有 しないBHIA斜 面に継代培養後,改

めてMICを 検定す る とTable 2の よ うにな る。耐性菌

の示すMICを 原株 のMICで 除 し た も の を耐性獲得

度 として表示す る とSerratiaは 実に原株の160倍 の耐

性 を獲得 した こ と(耐 性 濃度2,500μg/ml,%表 示 で

0.25%)に な り,院 内でのCHの 常用濃度0.05%で も

生育 できる ことを表 わ してい る。

さらにや っか いな ことには,一 度獲得 した耐性は比較

的に安定であるとい うことである。耐性菌か ら毎 日新た

なBHIA斜 面に継 代培養 したF1か らF6に ついて,そ

れぞれ のMICを 検定す ると表の ようにCH耐 性能は

比較的安定に維持 されている。

変形菌や緑膿菌については,検 討不十分であるが両者

ともMICがF1で,1,250μg/ml,F2で500μg/mlと

な り耐性が減弱の傾 向を示 している。

一方
,大 腸菌に関 しては,耐 性を獲得 しに くい ことは

前述の とお りであるが,長 日時 を要 してや っと育成 した

64,000RもCHを 含有 しない斜面寒天に移植する と,

ただ ちに原株のMICに も どることが明 らか となった。

この ことに関連 して,新 たに育成 した64,000希 釈単位

の大腸菌を洗浄菌体に してMICを 検定す ると同程度 の

耐性 を示す ことか ら,大 腸菌のCH耐 性能 は,本 消毒剤

Table 3 Effect of quaternary ammonium antiseptics on CH-resistant Serratia

* P: Prototroph. 

+: Growth observed,-: growth not observed
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存 在下でのみ維持 され るもの と考え られ る。

3.CH耐 性 菌に及ぼ す第4級 ア ンモニ ウム系消 毒剤

の影 響

CHに か くも容 易に耐性 を獲 得す るSerratiaに どち対

処 すべ きかについてCH耐 性菌に 及ぼす 第4級 アンモ

ニウム系消毒剤である塩化ペ ンザルコニウムおよび塩 化

ベ ンゼ トニウムの影響について検射 した。

使用菌株はSarralia原 株(Prototroph)と,CII100

Rか ら継 代培養 して 得られ るF1,F2お よびF3(F4)に

つ いてWAKSMANの 希釈法に準 じた 希釈 系州を用 いて検

定 した結果をTable 3に 示す。CHに 強 い耐 性 を 示す

100Rの 継 代培 養株は塩化 ベ ンザル コニウムや塩化 ベ ン

ゼ トニ ウムに対 しては,原 株 と全 く同 じ感受性 を示す こ

とが 明らか とな った。従 って,院 内での常用消 縫剤を1

種 類に限定 せず,異 なる2種 類 の消 毒剤 で少な くと も2

度 消毒するか,あ るいは一定期間 ごとに消 毒剤の 交互使

用 を実 施する ことに より消毒 剤に起 因する院 内感 染は 予

防 で きる と考え られる。

III.考 察

PRINCEら7)はProteus,Pseudomonas,Serratiaお よ

びSalmonellaに 属す る6菌 株についてCH耐 性獲得を

調べ,前 三者に属する菌株 は5～8回 の移植 に より耐性

化 し,と くにSerratia marcescensは20代 の継 代移植に

よ り当初のMIC 8μg/mlか ら2,048μg/mlへ,す なわ

ち耐性獲得度 として256倍 を示す耐性菌を分離 し,こ の

ものは塩化ベ ンザル コニウムに"交 叉耐性"を 示 しボ ビ

ドンヨー ドには交 叉耐性を示 さない と述 べている。

今回 の 著者 ら の 実験 結果 で は 耐性獲得 の 過 程 は

PRINCEら の報 告結果を 首肯で きるが,塩 化ベ ンザル コ

ニ ウムに対する交 叉耐性 は認め られなか った。 これは同

じSerratia marcescensと いえ ども菌株の 相違に よる も

の と考え られる(PRINCEら の院内分離株GBL 104に 対

し著 者 らが使用 した菌株No.がIFO 3046)。

五 島 ら6)は常用 消毒剤の グラム陰 性桿菌の臨床分離株

に対す る殺菌作用を調べ,常 用消選剤の効力に関 して,

一般 に菌種閥 並びに難株間の差が 著る しいこ と
,ま た。

とくにPseudomonas cepaciaに はCHは ほ とんど無効

であ ると述べてい る。

大腸菌は予想に反 し耐性獲得の現象が顕著でなか った

が,そ の他に も,た とえば虫歯の主因菌であるStrepto-

coccus mutansほCHに 対 して耐性を獲得 しない という

報告例9)もあ る。

今回のSerratiaの よ うにCHに 対 しての耐性獲得遠

度が きわめて速 く,か つ獲得 した鮒性が安定である こと

は驚 くべ きことであ り院内の消毒剤の使用に関 して注意

を喚起すべ く報告す るもの であ る。

耐性の安定性に関連 して,最 近,同 種の実験 を くり返

して20代 まで継代培 養を試みそわ らの安定性を検定 し

た結 果,F6でMIC1,250μg/ml(800希 釈単位),F13

お よびF20でMIC 1,000μg/ml(1,000希 釈単位)と い

う結果 を得 てお り,獲 得耐性が さらに きわめて安定であ

ることを把握 してい る。

著 者らはCH耐 性化の メカニズムやCHの 分解経路

につい ても検討中で あるが,CHと 培養す ることに より

細胞質膜成分 と考え られ る炭 素数16の バル ミチ ン酸を

主成分 とす る8種 類の脂肪酸が漏 出す る事実 も見出して

いるの で追 って報告す る。
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IN VITRO ISOLATION OF CHLORHEXIDINE-RESISTANT STRAIN FROM

SERRATIA MARCESCENS AND ITS COUNTERMEASURE
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Sciences, Kumamoto University, Kumamoto 862, Japan
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Serratia marcescens became resistant to chlorhexidine (abbrev. as CH) after three transfers in

vitro. Minimum inhibitory concentration of the CII-resistant strain was 10,000 ƒÊg/ml compared with

15.6 pg/ml of the parent strain.

CH-resistance such acquired was stable even after drug-free transfers.

Countermeasure against the CH-resistant strain was examined, and as a result the quaternary am-

monium antiseptics such as benzalkonium chloride and benzethonium chloride were effective for the

resistant strain and its filial strains.

In addition, Pseudomonas aeruginosa and Proteus vulgaris showed the same tendency to acquire

CH-resistance as Serratia marcescens. Escherichia coli, however, did not become resistant to chlor-

hexidine.


